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Bakterienghosts als Trager- und Targetingvehikel 

Beschreibung 

5 

Die Erfindung betrifft die Verwendung von Bakterienghosts als Trager- und 
Targetingvehikel fur eingekapselte Substanzen, z.B. Wirkstoffe. 

Leere Bakterienhullen, sogenannte Bakterienghosts, konnen durch 
10 kontrollierte, heterologe Expression eines Gens, das eine partielle Lyse der 
Zellmembran bewirkt, in gram-negativen Bakterien hergestellt werden 
(EP-A-0 291 021). Ein Beispiel fur ein derartiges lytisches Gen ist das Gen 
E des Bakteriophagen PhiX174, das fur ein Polypeptid kodiert, welches in 
den Zellwandkomplex gram-negativer Bakterien inseriert und durch die 
15 Oligomerisierung zur Ausbildung einer transmembranen Tunnelstruktur 
durch die innere und aufcere Membran fuhrt. Der innere Durchmesser dieser 
Tunnelstruktur kann je nach Lysebedingungen 40 bis 200 nm oder 500 bis 
1 000 nm betragen. Durch diesen Tunnel wird das cytoplasmatische Material 
der Zelle freigesetzt und eine leere Zellhulle mit intakter Morphologie 
20 zuruckgelassen. Die Verwendung von Bakterienghosts als Totimpfstoffe 
oder Adjuvanzien sowie die Herstellung rekombinanter Bakterienghosts, die 
in ihrer Membran heterologe Oberflachenproteine tragen, wird in WO 
91/13555 und WO 93/01791 beschrieben. 



25 Weiterhin konnen Ghosts auch aus Gram-positiven Bakterien durch 
Verwendung eines chimaren E-L-Lysegens hergestellt werden (US-A- 
5,075,223). 



Uberraschenderweise wurde f estgestellt, dafc Bakterienghosts hervorragend 
30 als Trager oder Targetingvehikel fur Wirkstoffe geeignet sind. Ein erster 
Vorteil der Bakterienghosts besteht darin, daft die Applikation ohne weiteres 
uber den naturlichen Infektionsweg von Pathogenen wie etwa uber den 



10 




20 
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Respirations- oder den Gastrointestinaltrakt moglich ist. Daruber hinaus 
bietet das Applikationssystem von Wirkstoffen uber Ghosts als Trager 
aufgrund der Spezifitat der Bakterienghosts fur verschiedene Gewebearten 
e i mw i nkujjn g s$S 1 1 eSSRa rgetijog.'Bam tevvl rd*d eY^Wi rites to fifta n*d e img ew u n sg fete n 
Zielort, zfcB. #*den t ent<spreefoehden « potenziellen Hnfektionsort der 
Ausgangsbak^erien/ ^mit hoher Effizienz gebraeht. Dieser Vorteil von 
naturlichen Hullen pathogener Bakterien als Vektoren kann bei anderen 
Applikationsformen, wie z.B. Liposomes mit eingebauten auSeren 
Membranproteinen nur muhsam und unzulanglich erreicht werden. 



Da Bakterienghosts herstellbar sind, die ausschlieSlich den gewunschten 
Wirkstoff enthalten, kann ein hoher Beladungsgrad und somit eine hohe 
Eff izienz^des Wirkstoffs erreioht werdem 2ud<em stellen>©host r s ein>§ifeheres 
Tragermaterial 7 darf da-es sich nieht^um lebensfahige^Orgarnismen handelt. 
15 Schlie&lich Jh^nd3l1^esi^steh*^bei ^Ghosts^ unrf^Rrodukte^mit eineraafoojaen 
imlrriianstimulatoriisfehen ^Winkuijg *^a%fignund^des * Morhandenseins^i^bn 
Lipopolysacdh^idfen^urid^Rep 

Adjuvanzien zugegeben wendfcn-rfiussen, da die Ghosts*den Adjuvanzeffekt 
per se er-f iii lien. 



Ein Gegenstand der Erfindung ist somit die Verwendung von 
Bakterienghosts zur Verpackung von Wirkstoffen. 



Ci n w c ritefCT Gggen a t a r r d e te r l^fwdunr g "ra t di e Ve r wend □ ng 
25 Bakterienghosts als Trager- oder/und Targetingvehikel fur einen Wirkstoff. 



Der WirkstoffTkann^jeder-beliebige, in das Innere der~Bakterienghosts 
transportienbare^und^dort voreugsweise^immobilisiep^^^ 
Vorzugsweise wird der Wirkstoff ausgewahlt aus pharmakologisch 
30 wirksamen Substanzen und Markierungssubstanzen. Beispiele fur 
pharmakologisch wirksame Substanzen sind Polypeptide wie etwa 
Antikorper, therapeutisch wirksame Polypeptide wie Zytokine, Interferone, 
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Chemokine etc., Enzyme und immunogene Polypeptide oder Peptide. Ein 
weiteres Beispiel fur Wirkstoffe sind Nukleinsauren, insbesondere 
therapeutische Nukleinsauren, z.B. Nukleinsauren fur die Gentherapie, die 
vorzugsweise in Form eines chromosomal integrierbaren Vektors vorliegen, 
5 oder Nukleinsauren fur eine Nukleinsaure-Vakzinierung, Antisense- 
Nukleinsauren oder Ribozyme. Noch weitere Beispiele fur Wirkstoffe sind 
niedermolekulare Wirksubstanzen, Peptide, Hormone, Antibiotika, 
Antitumormittel, Steroide, Immunmodulatoren etc. Die Wirkstoffe konnen 
in den Bakterienghosts in geloster Form, als Suspensionen oder/und als 
10 Emulsionen gegebenenfalls in Kombination mit geeigneten Trager- oder/und 
Hilfsstoffen vorliegen. Weiterhin konnen die Wirkstoffe auch diagnostische 
Markierungssubstanzen, z.B. fluoreszierende Substanzen, Farbstoffe oder 
Rontgenkontrastmittel sein. 

1 5 Auch nichtmedizinische Wirkstoffe konnen in Ghosts verpackt werden, z.B. 
Wirkstoffe aus dem Agrarbereich wie Insektizide, Herbizide, Mittel gegen 
Nematoden, Enzyme zur Bodenverbesserung, Dunger, Wachstumsforderer, 
wasserbindendeProteinezurbesserenDurchfeuchtungoderWasserbindung 
in der Atmosphare. Andere Anwendungen sind die Verpackung von 
20 Farbstoffen fur die Druckindustrie, z.B. falschungssichere Tinten mit 
immunologischer Nachweismoglichkeit und die Verpackung von Vitaminen 
oder Probiotika fur die Lebensmittelindustrie. Ebenso mdglich ist die 
Verpackung von kosmetischen Mitteln oder von Stoffen wie Salzen oder 
— arTdorarrrarTrootrarrS i crb o tango n . 



25 



Vorzugsweise liegt der Wirkstoff in den Bakterienghosts in immobilisierter 
Form vor, d.h. daft der verpackte Wirkstoff unter physiologischen 
Bedingungen eine ausreichende Zeitdauer innerhalb der Bakterienghosts 
verbleibt, urn einen Transport zur Zielzelle bzw. zum Zielgewebe zu 
30 ermoglichen. Die Immobilisierung des Wirkstoffs kann mittels kovalenter 
oder nichtkovalenter Wechselwirkungen, z.B. elektrostatischer 
Wechselwirkungen, hochaffiner biologischer Wechselwirkungen, durch 
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mechanische Retention oder eine Kombination von zwei oder mehreren der 
genannten Moglichkeiten erfolgen. 

* In^eineriwbevorrz^ 
5 I m m <d b i I i s i er up g wdies «iWi&kst ! d'ffs ^uber d ire let e .oder ;taindirekte 
WeGhselwink^mgewmit-ein^ 

der Innenseite der Zytoplasmamembran, der Ghosts, als integraler 
Membranbestandteil oder als nichtintegraler Membranbestandteil auf der 
Membran verankert lokalisiert ist. Der Rezeptor kann beispielsweise ein 
10 heterologes Polypeptid sein, das uber einen oder mehrere Membrananker in 
dje zytoplasmatische Membran der. Ghosts _ integriert ist .„ und. durch 
heterologe Expression entsprechender Fusionsproteine, die mindestens eine 
Membran a m ke rd o ma n e»is © w i eVm i n d e st en s'*e i n e Re'zeptord&r^§rife*ehtha1ten, 
in deh^Bakterienzellen vor der^byse zuideriiGhosts -erzeugt wirdt Bevorzugte 
is Beispiele v furliRez£ptorcdo^^ 

Ausbildung^htfcK^tf inelSBindaogenTmi^Biotin odeTBibtinanal&gav inftdec Lage 
sind.^ Bes^rfders »be\/or^gt%ist*Stre^ta\Aidin.*Die ^Verankerung * von 
Streptavidin^in^BateteriemghQSts^erfdlgt vorzugsweisevdurch rekombinante 
Expression eines^Streptavidiff-Fusionsproteins^ mit ^einenrr C-terminalen 
20 Membrananker in der zytoplasmatischen Membran von Bakterien vor der zur 
Bildung von Ghosts fiihrenden Lyse. Daruber hinaus sind auch andere 
Rezeptordomanen geeignet, z.B. Antikorperbindungsstellen, Lectine etc., die 
mit einem Bindepartner eine hochaffine Bindung eingehen konnen. 



25 Alternativ ist eine Verankerung des Rezeptors auch erst nach Lyse der 
Ghosts * an #*der ^Membraninnenseite moglich, beispielsweise -durch 
Verwendung^eines^Rezeptors *mit ^zwei Bindungsstellen, - wobei eine 
* Binduijigss'felle imMder^b^e^ist^an^nBtiM 
auf der Membraninnenseite mit hoher Affinitat zu binden, und die zweite 

30 Bindungsstelle fur die direkte oder indirekte Immobilisierung von Wirkstoffen 
zur Verfugung steht. 



^^^t Available Copy 





■ - 5 - 

Ein auf der Membraninnenseite der Ghosts lokalisiertes Rezeptormolekul 
kann eine direkte oder indirekte Immobilisierung von Wirkstoffen im Inneren 
der Ghosts bewirken. Bei einer direkten Immobilisierung wird ein Rezeptor 
gewahlt, der mit dem in die Ghosts zu verpackenden Wirkstoff eine 
5 ausreichend starke Wechselwirkung eingehen kann, urn eine weitgehende 
oder vollstandige Retention des Wirkstoffs im Ghostinneren zu bewirken. 
Hierzu kann man beispielsweise mit Biotin, Haptenen oder/und Zuckern 
modifizierte Wirkstoffe einsetzen, die mit Rezeptoren wie Streptavidin, 
Antikorpern oder Lectinen eine stabile Bindung eingehen konnen. 
10 Vorzugsweise verwendet man einen modifizierten Wirkstoff, der eine oder 
mehrere Biotingruppen tragt und mit hoher Affinitat an einen Streptavidin- 
Rezeptor binden kann. 

Alternativ kann auch eine indirekte Immobilisierung des Wirkstoffs an den 
is Rezeptor erfolgen, die z.B. iiber Wirkstoff-bindende Substanzen, die 
weiterhin mindestens eine zusatzliche Bindungsstelle fur den Rezeptor 
besitzen, vermittelt wird. Beispiele fur solche Wirkstoff-bindende 
Substanzen sind Polymere, z.B. Proteine wie Polylysin oder Polysaccharide 
wie etwa Protaminsulfat oder Dextran. Die Wirkstoff-bindenden Substanzen 
20 tragen weiterhin Rezeptorbindungsgruppen, z.B. Biotin oder Biotinanaloga, 
Haptene oder an Lectine bindefahige Zuckergruppen, die in der Lage sind, 
eine Verankerung an den auf der Membran lokalisierten Rezeptor zu 
bewirken. 



Die Herstellung der erfindungsgemafcen mit Wirkstoffen beladenen Ghosts 
gemafc dem zuvor genannten Aspekt der Erfindung umfafct zunachst die 
Herstellung der Bakterienghosts nach bekannten Methoden, z.B. durch 
Transformation der Bakterienzelle mit einem Lysegen, vorzugsweise dem 
Gen E des Phagen PhiX1 74 oder dem chimaren E-L-Gen. Die Expression des 
Lysegens in der Bakterienzelle erfolgt vorzugsweise durch eine regulierbare 
Expressionskontrollsequenz, z.B. durch das Temperatur-regulierbare 
Promotor/Repressor-System /t-pR/cl857. Bei diesem Expressionskontroll- 
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system werden die transformierten Bakterien bei Temperaturen unterhalb 
30°C kultiviert. DurchTemperaturerhdhung, vorzugsweise auf >40°C wird 
der thermosensitive Ac\857 Repressor inaktiviert und das Lysegen 
^ ex prJ m i e rt^^as^zui p?Aiu sb i I d u m g*e i m e Mra r s mernn b r*a n en-iliu n m e I sftr-Ci tot u H n*d e r 
5 Zellfiull^fa^ 

wenderi; Durfch^^ Anzueht der 

Bakterien auch bei hoheren oder tieferen Temperaturen, z.B. 37 °C moglich 
(WO98/07874). Die Bakterienghosts konnen dann durch Zentrifugation 
geerntet und nach Waschen und gegebenenfalls Gefriertrocknen zur 
10 Beladung mit Wirkstoffen eingesetzt werden. Hierzu werden die Ghosts mit 
einer den zu verpackenden Wirkstoff enthaltenden Losung oder/und_ 
Suspension in Kontakt gebracht, unter Bedingungen, die das Eindringen 
ausreichender-Wirkstoffmengen in- die % Bakterie^ghosts^erlauben. Sofern 
erforderlich^wetden^arube^ 
15 Immobilisierujjg^der^iWirkstoffmolekulea an derv Membraninnenseite- der 
Ghosts etm@gli&h^^ yotrlleichzeiyig 
oder *nach WSrmi Mkdmtgktbriingen^der^Ghosts- mit* demn*zu "verpackenden 
Wirkstoff erfolgen. 

20 Alternativ oder/und zusatzlich kann die Immobilisierung des Wirkstoffs uber 
die Bildung einer Matrix im Ghostinneren erfolgen. Diese Matrix ist 
vorzugsweise eine Polymermatrix, die im Ghostinneren in situ entsteht und 
das Herausdiffundieren von Wirkstoffen aus den Ghosts verhindert. Die 



25 geeigneter Monomere oder/und durch Zusammenlagerung aggregierbarer 
Substanzen im ~ Inneren der < Bakterienghosts erzeugt werden. Die 
v Polymerisation^kann^durch Einsitellung^entsprechender Bedingungen, z.B. 
durch ^erwpepatuirer.h©hung,v ^UV^Strahlung <*©depMnd 2jugabe^geeigneter 
Initiatoren gestartet werden. ZweckmaBigerweise werden physiologisch 

30 vertragliche Monomere wie etwa Hydroxyfettsauren, Aminosauren, 
Saccharide oder Derivate davon verwendet, die zur Bildung eines im Korper 
unter physiologischen Bedingungen abbaubaren Polymeren fuhren. 
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Besonders bevorzugt wird die Matrix durch eine enzymkatalysierte 
Polymerbildung erzeugt. Hierzu werden geeignete Enzyme auf der 
Innenwand der Bakterienghosts immobilisiert, beispielsweise durch 
Integration in die Innenwand der zytoplasmatischen Membran (wie fur 
5 Streptavidin beschrieben) oder indirekt, z.B. durch Bindung biotinylierter 
Enzyme an Streptavidinmolekule auf der Ghostinnenmembran. Beispiels- 
weise kann man zu diesem Zweck Enzyme verwenden, welche die Synthese 
von Polyhydroxyfettsauren, z.B. Polyhydroxybuttersaure wie etwa die PHB- 
Synthase, Polysacchariden wie etwa Glucosyitransferasen oder 
10 Polypeptiden wie etwa nichtribosomale Polypeptid-synthetisierende Enzyme, 
die in der Peptidoglykansynthese vorkommen, katalysieren. Die durch 
Zugabe geeigneter Monomere und gegebenenfalls biochemischer 
Energieaquivalente wie etwa ATP in Gegenwart der Enzym erfolgende 
Wirkstoffe fuhrt dazu, dafc die sich im Ghostinneren bef indenden Wirkstoffe 
15 in der durch die Enzyme gebildeten Matrix eingesponnen und somit im 
Ghostinneren gehalten werden. 

Alternativ kann die Matrix auch durch Zusammenlagerung von 
aggregierbaren Substanzen, z.B. von Molekulen oder kolloidalen Partikeln 
20 erfolgen. Diese Zusammenlagerung kann durch Anderung der 
Umgebungsbedingungen, z.B. Temperaturanderung oder/und pH-Anderung 
initiiert werden. 




25 Bindung einer -Matrix im Ghostinneren immobilisiert werden, werden 
zunachst die zu verkapselnden Wirkstoffen in die Ghosts eingebracht und 
anschlieSend die Matrix gebildet. 

Die erfindungsgemafcen Ghosts mit darin eingekapselten Wirkstoffen sind 
30 hervorragend als Trager- und Targetingvehikel geeignet, da die Ghosts 
schon aufgrund ihrer Natur als Bakterienhullen bereits bevorzugt sich an 
bestimmte Zelltypen anlagern bzw. von Zellen des Immunsystems 
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aufgenommen werden. Verbessert werden kann dieses Targeting noch 
durch Verwendung von Ghosts mit modifizierten Hullen, d.h. Ghosts, die 
targetspezifische, d.h. fur Zielzellen oder Zielgewebe spezifische 
©b«ftf l'a*c to eiaWol^kti I era n*i h re rfeM e m b r<a n alu Ore m s e it e^t rta g e nV® iSi€i rnsf u h r u n g 
d i e s e r,.,t «a r g ets p e zif i s g h e n*M o I e'fcu I e«*w i e etwa Zucker, zk B* Mannose^oder 
Fucose,«*oder*Invasin**aus Vensinien oder Invasinderivaten, -kann durch 
rekombinante Expression entsprechender Fusionspolypeptide in der 
Bakterienzelle vor der Lyse oder/und durch Anlagerung mittels eines 
geeigneten Rezeptorsystems (z.B. Streptavidin/Biotin) erfolgen. 



Eine Ausfuhrungsform der Erfindung ist der Einsatz der Wirkstoffe 
enthaltenden Ghosts fur medizinische Zwecke. Die Verabreichung von 
Wirkstoffen, z.B. pharmakologischen Wirkstofferi, Antigenen,sAntikdrpern 
oder Nukleim'saiupen, * suber Ghosts Mst ^ur*^ Prevention ^oder/und zur 
1 5 Bekamp.fungaller^ z* B ; *zu r , Be ka m p,f u,n g 

von -durch ^PaPthpgene mSNie C Wren/^Bateterien, Parasiten pder :; *Pilzen 
hervorgerufemen Erkrankun^en, ^oder wzur Prevention ^oder/und w zur 
Bekampfung von Tumor- - oder * Autoimmunerkrankungen ^ oder zur 
Gent'he/fapiewAls^WJ^^^ 
20 wirksame Substanz verwendet, die nach Transport und gegebenenfalls 
Internalisierung in der Zielzelle ihre physiologische Wirkung hervorrufen. Die 
vorliegende Erfindung ermoglicht auch die Verabreichung von 
Wirkstoffkombinationen, d.h. die Ghosts konnen mehrere verschiedene 



25 verschiedenen Wirkstoffen verwendet werden. Weiterhin kann die 
VerabreichisJng-von-WiPkstoffen uber Ghosts auch fur diagnostische Zwecke 
(Imaging) einvgesetzt* werden. 

Eine besonders bevorzugte Anwendung ist der Einsatz von Bakterienghosts 
30 als Trager- und Targetingvehikel fur die Gentherapie. Durch Verpackung von 
Nukleinsauren wie DNA oder RNA in Ghosts kann die mangelnde Spezifitat 
bestehender Nukleinsaure-Vehikel wie z.B. Liposomen entscheidend 
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verbessert werden. Der Vorteil von Bakterienghosts als Tragervehikel 
besteht weiterhin darin, da& sie eine hohe Kapazitat fur die Beladung mit 
Nukleinsauren besitzen. Sie sind zudem als Vektoren ungefahrlich, da sie 
keine lebenden Zellhullen darstellen. Fur gentherapeutische Anwendungen 
konnen die Nukleinsauren in den Ghosts beispielsweise mit 
Polyhydroxyalkanoaten, z.B. Polyhydroxybuttersaure oder Copolymeren von 
Hydroxybuttersaure mit anderen Hydroxyfettsauren wie etwa 3- 
Hydroxytridecansaure komplexiert werden. Dabei konnen die Nukleinsauren 
in einer wachsenden Polymermatrix immobilisiert werden oder Komplexe aus 
Nukleinsauren und amorphen Polyhydroxyfettsauregranula hergestellt 
werden. Noch eine weitere Moglichkeit zur Verkapselung von Nukleinsaure 
in Bakterienghosts besteht darin, DNA-bindende Proteine wie etwa Polylysin 
oder Protamine, bei denen es sich urn globulare, stark alkalische Proteine 
mit relativ geringem Molekulargewicht zwischen 1000 und 5000 handelt, 
zu verwenden. Protamine konnen aus entfetteten Vogel- oder Fischspermien 
durch Schutteln mit verdunnten Sauren in Form von kristallinen Salzen, z.B. 
Protaminsulfate gewonnen werden. Protamine konnen in Ghosts in Form 
von Fusionsproteinen in die Membran eingelagert werden oder alternativ 
durch Biotinylierung an membrangebundenes Streptavidin in den Ghosts 
verankert werden. 



Noch eine besonders bevorzugte Anwendung ist der Einsatz von 
Bakterienghosts zur Herstellung einer Nukleinsaure-Vakzine, insbesondere 
iur -HTTrmtt— j--— w w-Hinn .mri^ni-FH^Tt^^RaHnripr^hn^tvals- 
Trager- oder/und Targetingvehikel fur eine Nukleinsaure-Vakzine, 
insbesondere fur eine DNA-Vakzine. 

Bakterienghosts als Trager- oder Targetingvehikel zur Nukleinsaure- 
Vakzinierung fiihren zur Bildung einer wirkungsvollen und langandauerenden 
spezifischen Immunantwort. Die die Nukleinsauren enthaltenden 
Bakterienghosts werden von primaren Antigen-prasentierenden Zellen (APC), 
wie etwa dendritischen Zellen und Makrophagen durch spezifische 
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Rezeptoren aufgenommen und in antigene Peptide fragmentiert. Zusatzlich 
wird mit hoher Effizienz das Antigen, welches durch die verpackte DNA- 
Sequenz kodiert wird, in den APC exprimiert. Dies hat zur Folge, dafc das 
- A mit i g e nka utf*d &&®te%Wa*G h eTd eTr*^ P©*i m iKo n t ext*m i t M W G^kod e r/u n d*M H @ - 1 1 
*Strukturen*sdeit T^Ly^^ und eineHmmunamtwort 

induzieren^teann^lsTntensuchu^ diesem 2iusammenhamg, *da& 

Antigenprozessierungen und Presentation durch MHC-I und ll-Komplexe 
erfolgen, wobei eine humorale und zellulare Immunantwort induziert wird, 
wie sie auch bei bakteriellen Infektionen mit Lebendkeimen beobachtet wird. 



Die in die Bakterienghosts verpackte Nukleinsaure ist vorzugsweise in einer_ 
im Empfangerorganismus nicht replizierbaren Form. Sie enthalt eine 
Sequenz^die^fur^dasHn der^Z in 
expressionsfahigeNForm; d.hrin.Gperativer Verknupfung mit in^der 2ielzelle 
15 aktiven ^Expressionskontrollsequernzen *»*wie etwa - Bromotoren und 
gegefren-efttfailstt^^ 

Polyaderfylienucfigssequenzen, ^eim *«*eine ^ korrekte ^Termination *^der 
transkribierten mRNA-vzu gewahrleisten-'Oder/und "Pranslationsinitiations- 
Sequenzen, um^ eine 4 hohe^Proteinproduktion zu^ermoglichen^Vyeiterhin 
20 konnen die Nukleinsauren einen bakteriellen Replikationsursprung, welcher 
die Amplifikation groSer Nukleinsauremengen in Bakterien wie etwa E.coli 
erlaubt, ein prokaryontisches Selektionsmarkergen, z.B. fur eine 
Antibiotikaresistenz, ein Reportergen, das eine einfache Bestimmung der 
— Expregatonghoho-Qrmagli^ 



25 rische Sequenzen enthalten. 

Vorzugsweise^ist-die Nukleinsaure eine DNA, besonders bevorzugt* eine 
Plasmid-BNAf iriie~in*2ir'kuila^^ Formvvorliegen ^kannv Es 

ist jedoch auch die Verwendung von RNA-Vakzinen oder Vakzinen auf Basis 
30 von Nukleinsaureanaloga, die transkribierbar sind, aber eine erhohte 
physiologische Stabilitat aufweisen, denkbar. 
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Der die Expression der Antigen-kodierenden Sequenz antreibende Promotor 
ist vorzugsweise ein starker viraler Promotor/Enhancer, z.B. der Rous 
Sarcoma Virus (RSV)-Promotor/Enhancer, der Murine Leukemia Virus (MLV)- 
Promotor/Enhancer, der SV40-Promotor/Enhancer und besonders bevorzugt 
5 der Cytomegalovirus (CMV)-Promotor/Enhancer. Als Transkriptions- 
terminatoren konnen die Polyadenylierungssequenzen aus SV40 oder aus 
dem Rinderwachstumshormongen, vorzugsweise jedoch aus dem 
Kaninchen-S-Globin-Gen verwendet werden. 

10 Als Antigen wird dabei ein mit der jeweiligen Erkrankung assoziiertes 
Polypeptid oder ein Peptidfragment davon verwendet, das nach Expression 
in der Zielzelle eine Immunantwort induziert. Die vorliegende Erfindung 
ermoglicht auch die Verabreichung von Kombinationsvakzinen, d.h. die 
Ghosts konnen mehrere verschiedene Antigen-kodierende Nukleinsauren 
15 enthalten, die z.B. vom selben Erreger oder von unterschiedlichen Erregern 
stammen konnen, oder es konnen Mischungen von Ghosts mit jeweils 
verschiedenen Antigen-kodierenden Nukleinsauren verwendet werden. 

In einer Ausfuhrungsform der Erfindung konnen sogenannte homologe 
20 Kombinationen von Bakterienghost und Antigen-kodierender Nukleinsaure 
verwendet werden, wobei z.B. der Bakterienghost Oberflachenstrukturen 
tragt,die aus der gleichen Spezies oder dem gleichen Organismus stammen 
wie das von der Nukleinsaure-Vakzine kodierte Antigen. Gegebenenfalls 
ann-dorH3hqa1^^^ 



25 entsprechende Oberf lachenstruktur tragen. Diese homologe 
Ghost/Nukleinsaure-Kombination kommt insbesondere zur Vakzinierung 
gegen bakterielle Infektionen in Frage, sie kann jedoch - bei Verwendung 
von rekombinanten Ghosts mit entsprechenden Oberflachenstrukturen - 
auch auf die Vakzinierung gegen andere Erkrankungen, z.B. virale 

30 Erkrankungen, erweitert werden. 
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Alternativ dazu wird eine heterologe Ghost/Nukleinsaure-Kombination 
verwendet. Bei einer derartigen heterologen Kombination erfullt der 
Bakterienghost im allgemeinen Adjuvansfunktionen. Es sind jedoch auch 
Auistfuto;^ 

5 Bateter-iumiRSitamr^ mit# einer*' heterologen 

NukleirtSaure'als^Ko^m gegen-^wei untersctoiedliehe Errieger 

verwendet wird. 





Schlie&lich sind die Bakterienghosts auch als Trager- oder Targetingvehikel 
10 fur den Agrarbereich geeignet, wo sie zum Ausbringen von Wirkstoffen wie 
etwa_ Herbizideji, Fungiziden oder/und JnsektizLden verwendet jwerden_ 
konnen. 

Besonders^bevorzugt^stammen^die ©hosts von gram-n^egative^Bateterien, 
15 die z. B. *au^ge^§hlte we^ Salmonella, 
Enterobacter, ^ vMibrjo, feAetinobaeillus, ^Haemb'phillus, 

Pasteunella|£BSKd§^^ Fr&nfeisella^Br^bamellapErwinia, 
Pantoea, Str*eptomyces, Frankia,^Serratia, - Agrobacterium/^Azotobaeter, 
BradyrihizoMurr^ 

20 Besonders bevorzugte Beispiele fur gram-positive Bakterien sind 
Staphylococcus, Streptococcus und Bacillus. 



Die pharmazeutische Verabreichung der Wirkstoff-enthaltenden Ghosts kann 
-naoh— goffiafigun— 



25 intranasal, intraokular, topisch oder parenteral, z.B. intramuskular, 
intraperitonialy intravenos *oder*subkutan. 

Die Merabreiehungiidei^©^^ 

wie auch eine naturliche Infektion des Organismus mit dem Erreger erfolgt. 
30 So konnen Bakterienghosts mit Wirkstoffen, die zur Bekampfung von patho- 
genen Erregern vorgesehen sind, deren Hautpeintrittspforte der Gastro- 
intestinaltrakt ist (E.coli, Salmonella, Vibrio oder Helicobacter), oral 
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verabreicht werden. Ghosts aus Erregern von Lungenentzundungen, die 
entsprechende Wirkstoffe enthalten, z.B. Actinobacillus, Pasteurella, 
Pseudomonas oder Haemophilus, werden vorzugsweise aerogen verabreicht. 

5 Die erfindungsgemafce Verabreichung von Bakterienghosts mit Wirkstoffen 
ist nicht nur fur die Humanmedizin, sondern auch fur die Tiermedizin, 
insbesondere fur die protektive Impfung von Haustieren, wie etwa 
Schweinen, Kuhen etc. geeignet. 

10 Fur landwirtschaftliche Anwendungsformen konnen die Ghosts uber den 
Boden, die Luft oder als Kapseln an Samen verabreicht werden. 

Die Applikation von Wirkstoffen uber Bakterienghosts hat gegenuber 
bisherigen Applikationsformen eine Vielzahl von Vorteilen. So reichen 
is bereits geringe Wirkstoffmengen zur Erzielung einer starken Wirkung aus. 
Weiterhin ist eine Zielzellen/Gewebe-spezifische Verabreichung der 
Wirkstoffe moglich. Aufgrund der bereits fur sich immunogen wirkenden 
Bakterienghosthullen wird eine Adjuvanswirkung erzielt. Der in den Ghost 
eingeschlossene Wirkstoff ist vor Abbau durch physiologische Prozesse, 
20 z.B. durch Enzyme wie Proteasen, Nukleasen oder Hydrolasen geschutzt. 
Daruber hinaus ist eine Kombination mit weiteren Wirkstoffen moglich. 
Schlie&lich konnen die Bakterienghosts kostengunstig hergestellt und die 
Wirkstoffe einfach und kostengunstig formuliert werden. 



25 Noch ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind Bakterienghosts mit einem 
darin verkapselten Wirkstoff, wobei es sich bei dem Wirkstoff 
beispielsweise um eine Nukleinsaure handeln kann. 

SchliefSlich betrifft die Erfindung auch eine pharmazeutische oder 
30 landwirtschaftlicheZusammensetzung, umfassendeinen Bakterienghostmit 
einem darin verpackten Wirkstoff. Die erfindungsgema&e pharmazeutische 
Zusammensetzung kann in Form ublicher pharmazeutischer Praparate 
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vorliegen, z.B. als injizierbare oder aerogen applizierbare Losung oder 
Suspension, als orales Praparat, z.B. als Tablette, Kapsel oder Dragee, als 
Creme oder Salbe etc. Weiterhin kann die Zusammensetzung als 
re ko m s t itu i'e r b a r<esal*y*opfoi I is at*v/o nl Leg e n . 

5 

'Die*erfimd r ain®sge 
umfassend die Schritte: 

(a) Bereitstellen von Bakterienghosts und 

(b) Inkontaktbringen der Bakterienghosts mit einem Wirkstoff unter 
10 Bedingungen, die zu einer Verpackung und vorzugsweise zu einer 

_ Immobilisierung des Wirkstoff s in.den Ghosts fuhren. 

Weitephin^w-ird^die: Erfindu^n 
Beispiele^erlautertt.Es zeigen: 

15 

Figuf 1 Wreime l(l^fcf&rna^is&he ^DimtSlltipg ^des t&ffcj^vjdin- 
ir*\/feranker^ E'-fiXa^StrpA 

^Replik-ationsursprung eo1E1 und'das Ampieillinresistenzgen bla 
20 enthalt. 



Figur 2 die Reaktionskinetik von in Steptavidin-Ghosts gebundener 
Alkalischer Phosphatase. 



25 Beispiele 



1 . ^Material und*Methoden 

m 1 . 1 Hensfrfellungav^ 

30 Das Plasmid pBGG9 (British Biotechnology Limited) wurde mit den 
Restriktionsenzymen Ndel und Hindlll geschnitten. Ein das vollstandige 
Streptavidingen (Argarana et al., Nucleic Acids Res. 14(1986), 1871-1882) 
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enthaltendes 495 bp DNA-Fragment wurde durch Agarose-Gelelektro- 
phorese und anschlie&ende Elektroelution isoliert. Die Ndel-Restriktionsstelle 
wurde mit Klenow Polymerase aufgefullt, und das Fragment wurde 
zwischen die Hindi- und Hindlll Restriktionssteilen von M1 3K1 1 RX (Waye 
5 et al., Nucleic Acids Res. 13 (1985), 8561-8571) inseriert. Das 
resultierende Phageimid M13FN enthalt 160 Kodons des Streptavidingens 
fusioniert an das 3'-Ende einer kurzen Sequenz, welche fur die 
Erkennungssequenz lle-Glu-Gly-Arg des Proteasefaktors Xa (FXa) kodiert. 
Diese FXa-StrpA Kassette wurde durch Restriktionsspaltung mit BamHI 
10 isoliert, und das resultierende 509 bp lange DNA-Fragment wurde in das mit 
BamHI linearisierten Plasmid pSK- (Stratagene, Cleveland, Ohio) subkloniert, 
urn das Plasmid pFN6 zu erzeugen. Dasselbe 509 bp lange BamHI-Fragment 
wurde in den mit BamHI gespaltenen Membrantargetingvektor pKSEL5 
inseriert, wobei das Plasmid pAV1l mit dem Streptavidingen fusioniert an 
is die 5'-terminale Membranankersequenz E' erhalten wurde (Fig. 1). 



20 




1.2 Herstellunq von Streptavidinqhosts 

E.coli NM522-Zellen (Stratagene) wurden simultan mit dem Lyseplasmid 
pML1 (Szostak et al., J. Biotechnol. 44 (1996), 161-170) und dem 
Streptavidin-kodierenden Plasmid pAV1 transformiert. Die Transformanten 



25 Ampicillin (200 //g/ml) und Kanamycin (50//g/ml) bei 28°C kultiviert. 1 I 
Medium wurde mit einer Ubernachtkultur inokuliert, die aus einer einzelnen 
Transf ormantenkolonie stammte, und als Vorkultur fur einen Fermenter (Typ 
MRD 60TE, Meredos GmbH, Bovenden, Deutschland) verwendet. Die 
Bakterien wurden im Fermenter in einem Volumen von 10 I unter Beluftung 

30 und Ruhren bis zum Erreichen einer optischen Dichte bei 600 nm von 0,4 
kultiviert. Dann wurde IPTG auf eine Endkonzentration von 3 mM zur 
Induktion der Expression von Streptavidin zugegeben. Nach 30 min wurden 
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0,2 M MgS0 4 zugegeben und 20 min danach wurde die Expression des 
Lyseproteins E durch Temperaturerhohung von 28°C auf 42°C induziert. 
Nach 1 h wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 4000 g geerntet. Die 
Resitfspemsiojn^d^^ |t)s»fuhrte zu 

5 eimers'bfo^ 

von ^ms^gep%ffer.ter^Salzl6sung -PHBS) ^gewaschen ^und anschlieSend 
lyophilisiert. 

1.3 Licht- und Elektronenmikroskopie 

Lichtmikroskopische Untersuchungen wurden mit einem Olympus AX70 
True Research System Microscope durchgef uhrt. Transmissions-Elektronen- 
mikrographien wurden mit einem Siemens Elmiseop 1 0 WEIektronen- 
mikroskop^aflifgenommen^ 

einem * Hitachi i*-SV8©0 * FSI d e mis s ion s -Raster- El e k t r o n enmikroskop 
aufgenomnrfen.** E)ie^ Fixiferung VbnCZellen und die- Vorbereitung^fur die 
ElektronenmikricSsk(Dpieiter.f<3rgte * wie^bei' Witter eV- al. -(J.* Bacterid. 1 72 
(1990), 41 ©9-41 ^hbesdhrieben. 

Zum Nachweis von Streptavidin wurden die Ghosts mit goldmarkiertem 
Albumin-Biotin ( 1 0 nm, Sigma Immunochemicals) verdunnt in Tris-Puffer ( 1 0 
mM Tris, 150 mM NaCI pH 7,4) unter Schutteln bei 37°C fur 20 min 
inkubiert, gewaschen und fur die Elektronenmikroskopie fixiert. 



25 1.4 SDS-Polvacrvlamid-Gelelektrophorese und Westernblot 

Ghosts odel^Proteinpnoben-wurden in einem Gelbeladepuffer (2% SDS, 5 % 
2-Mercaptoethanol;*r©%^©lyeerin^nd 0>003 %>Bromphen©lblau in 0V063 M 
Tris-HCI Puffer pH 6,8) fur 5 min aufgekocht und auf 10 % SDS 
30 Polyacrylamidgel nach der Methode von Laemmli (Nature 227 (1 970), 680 
bis 685) aufgetrennt. Westernblots wurden wie von Towbin et al. 
(Biotechnology 24 (1992), 145-149) beschrieben durchgefuhrt. Die Blots 
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wurden in TBS mit 1 % Rinderserum blockiert und mit Anti-Streptavidin- 
Antiserum aus Kaninchen (Sigma Immunochemicals) inkubiert. 

1.5 Bindunq von biotinvlierter Alkalischer Phosphatase und Fluoreszenz- 
markiertem Biotin 

Biotinylierte Alkalische Phosphatase (Pierce) wurde 1:1000 in Tris-Puffer 
verdunnt. 2 mg lyophilisierte Ghosts wurden in 500 fj\ verdunnter Losung 
von Alkalischer Phosphatase suspendiert und unter Schutteln bei 37°C fur 
30 min inkubiert. Die Proben wurden bei 10 000 g zentrifugiert und dreimal 
in 20 ml Trispuffer und ein viertes Mai in Diethanolaminpuffer (10 mM 
Diethanolamin, 0,5 mM MgCI 2 pH 9,5) gewaschen und anschlie&end in 6 
Aliquots unterteilt. Dann wurde Substrat (2,5 mM p-Nitrophenylphosphat 
in Diethanolaminpuffer) zugegeben und die Reaktionen nach 0,5, 1 , 2, 4, 
8 oder 16 min durch Zugabe eines gleichen Volumens an 7 M NaOH 
gestoppt. Die Proben wurden bei 1 0 000 g zentrifugiert und die Uberstande 
bei 410 nm vermessen. 

Es wurde ein molarer Adsorptionskoeffizient € = 1 8,5x1 0 3 xM~ 1 xcrrr 1 
bestimmt und zur Berechnung der gebildeten Menge an p-Nitrophenol nach 
der Lambert-Beer Gleichung verwendet. Die Anzahl der pro Ghost 
gebundenen Molekule Alkalischer Phosphatase wurde unter der Annahme 
berechnet, daB eine Aktitivatseinheit der Alkalischen Phosphatase der 
Frpfspt-7nng— v^n — V~pm&\— hHtr&ptmnaf— prer-minHaeh-pH^^B— und-^^ a ^ 
25 entspricht. Eine Einheit Alkalische Phosphatase entspricht 0,7 jjg; das 
Molekulargewicht ist 140 000 und 1 mg Ghost enthalten 6,7x1 0 s einzelne 
Hullen. 

Zur Bindung von Fluoreszenz-markiertem Biotin (FITC-Biotin) wurden die 
30 Ghosts wiederholt in PBS gewaschen, bis die relative Fluoreszenzintensitat 
im Uberstand geringer als 0,5 bei 530 nm (Anregung bei 490 nm) war. 
1 mg lyophilisierte Ghosts wurden in 2 ml einer Losung mit 0,4056 ^yg FITC- 




BesJ^^ailable Copy ^ffy 




- 18 - 

Biotin/1 00 ml TBS unter Schutteln fur 30 min inkubiert. Die Proben wurden 
bei 1 0 000 g zentrifugiert und die Fluoreszenzintensitat in den Uberstanden 
gemessen. 

5 ■_ , 1 . 6: Bioti nivli em n gakvo n Bo My s i n 

Poly-L-Lysin-Hydrobromid, Molekulargewicht 18 000 (Sigma) wurde unter 
Verwendung des folgenden Protokolls biotinyliert: 6 mg Polylysin wurden 
in 1 ml phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) aufgenommen. 50 ju\ einer 
10 Losung von 640 jjg Biotin-N-Hydroxysuccinimidester (Boehringer Mannheim) 
jn 200 jj\ DMSO wurden zugegeben und der^ pH^ert unter Verwendung 
von 0,5 M NaOH auf 1 0 eingestellt. Der Reaktionsansatz wurde uber Nacht 
bei Raumtemperatur^geruhrt^end- ansehlie(^nd^fupH8* h^gegerf Wasser 
dialysiert. feEin^HABA^iTest^^^^ vori 2 mo I 

15 Biotin pro mol Polylysin. 



1 ■7^Fludreszenzmarkierunq voh^DNA 

Ein beliebiges ausgewahltes Plasmid (pUC18) wurde zur Erzeugung von 
fluoreszenzmarkierter DNA verwendet. Die Markierung erfolgte unter 
Verwendung der Polymerase Kettenreaktion und markierter Nukleotide (Cy3- 
■de TP]-Pt Q ra^— Bre-Reakttoncangatgo-Q^ 
25 dGTP, 200 //m dTTP, 200 /jM dCTP (davon 75% Cy3-dCTP), jeweils 1 jjM 
Oligonukleotidprimer; O^^g/z/Ninearisierte Plasmid DNA und 0 7 02 U///I Taq 
DNA^Polyrmerase ihPolymerasepuff er. Das Reaktiornsprotokoll war wie folgt: 
Vordenatunierung 4-min«bei495^C>*35M(2vy(5len: 1^min-95^C/Hmin^60^C/3 
min 72°C; 5 min Schlufcextension bei 72°C. Die Proben wurden 
30 phenolisiert, mit Ethanol prazipitiert, in 10 mM Tris HCI pH 8,0 
resuspendiert und bei -20°C aufbewahrt. 
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1 .8 Bindunq von fluoreszenzmarkiertem Dextran und DNA/Polvlvsin 

1 mg lyophilisierte Streptavidin-Ghosts wurden in 1 ml Tris Puffer 
suspendiert. 50 //I einer wassrigen Losung (1 mg/ml) von biotinyliertem 
5 Fluoreszenz-markiertem Dextran (Molecular Probes Europe BV) wurden 
zugegeben und die Mischung unter Schutteln bei 37°C fur 1 h inkubiert. Die 
Ghosts wurden dreimal in 1,5 ml Tris-Puffer gewaschen und durch 
Lichtmikroskopie analysiert. Zur Bildung von Komplexen aus 
fluoreszenzmarkierter DNA und biotinyliertem Polylysin wurden verdunnte 
10 Losungen von DNA (0,1 jjg/jj\ in HBS [150 mM NaCI, 20 mM HEPES pH 
7,3-]) und Poly-L-Lysin (1 jjg/jj\ in HBS) hergestellt. Die Losungen wurden 
in einem Gewichtsverhaltnis DNA/Polylysin von 10:1 vereinigt und schnell 
vermischt. Dann wurden Streptavidin-Ghosts darin suspendiert, unter 
Schutteln bei 37°C fur 1 h inkubiert, gewaschen und lichtmikroskopisch 
15 analysiert. 



2. Ergebnisse 

2.1 Membranverankerung von Streptavidin 

Bei Verwendung von Bakterienghosts als Vehikel zum Transport von 

wirR^TuriBii suhlb ue i wiresiurnnn^^ l wuiLten? 

25 Rekombinante Ghosts, die Streptavidin verankert in ihrer Hulle enthalten, 
sind in der Lage biotinylierte Verbindungen mit hoher Affinitat zu binden. 
Hierzu wurde - wie unter 1.1 beschrieben - das Plasmid pAV1 hergestellt, 
welches ein Hybridgen enthalt, das aus den 54 5'-terminalen Kodons des 
Gens E des Bakteriophagen PhiX1 74 (E') gefolgt von einer in frame-Fusion 

30 der FXa-StrpA-Kassette besteht. Dieses Plasmid ist schematisch in Fig. 1 
dargestellt. 
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2.2 Herstellung von Streptavidin-Ghosts 

Es stehen mehrere E-spezifische Lyseplasmide mit verschiedenen Gen E 
Bxpfessi'oiralsfc^ 

matk§rgenen*z^ J^Biotechnol. 44 {t9®6)r■A'6^' 

1*70).^Ba€^toiert*v<e^ E^unter 
transkriptioneller Kontrolle des Mp R -cl857 Systems. Der Beginn der Lyse 
kann im E.coli Stamm NM522/pML1 durch Abnahme der optischen Dichte 
bei 600 nm etwa 10 min nach Erhohung der Kultivierungstemperatur von 
28°C auf 42°C beobachtet werden. 

Zur Herstellung von Ghosts durch ein alternatives E-Lyseprotokoll wurden 
0, 2* MHVTgSO^ 20' win voider Induktion der Gen E 

Expressionttgggeben/^Beh^dieser^Prozedur- wird<**das*" Protein E* in : den 
bakteriellen Zellwallkomplex eipgebaut, aber die'Zell-Lyse wird^durchvdie 
hohe Sal z kbWSntr^tio n i mr^u mge bend ferf Medium gfehemmt. ln^mit*MgS0 4 
behandeltenHdQItOT^ E fur 1 h durchgefuhrt 

und die Zellen^werden ans'ehliefcend durch Zentrifugation >geerntet. Eine 
Resuspension dieser Zellen in Wasser oder Puffer mit geringer lonenstarker 
fiihrt zu einer sofortigen, explosiven Lyse, die erheblich grofcere Lyselocher 
als die normale E Lyse erzeugt. 

2.3 Mikroskopische Darstellunq von durch alternative Lvse erzeuoten 



Ghosts sind A/on'lebenden Zellen durch lichtmikroskopische Untersuchungen 
unterscheitibar^bei^denen sie deutlich transparenter als intakte^Bakterien 
^enscheinen. »bietotnw^^ 
alternative E-Lyse erzeugt worden waren, zeigten Zellen mit abgesprengten 
Polkappen oder Rissen in der Mitte, die sie in zwei Halfte offnen. Die Ghosts 
erschienen etwas verlangert. 



QllUbLb 
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2.4 Nachweis von Streptavidin mit Gold-koniugiertem Biotin 

Zum Nachweis der Lokalisierung von Streptavidin in den Ghosts, wurden 
Streptavidin-Ghosts mit goldmarkierten Albumin-Biotinpartikeln inkubiert, 
gewaschen und elektronenmikroskopisch untersucht. Ultradunnschnitte 
zeigten Goldpartikel, die ausschlielSlich entlang der Ghost-lnnenmembran 
angeordnet waren. 

2.5 Bestimmung der Streptavidinverankerung in Ghosts 



Zur Bestimmung ihr.es Streptavidingehalts wurden Streptavidin-Ghosts 
zusammen mit definierten Mengen an reinem Streptavidin als Kontrolle 
durch SDS-Polyacrylamidgelelektorphorese analysiert. Die Gele wurden auf 
Nitrozellulosemembranen transferiert und mit Anti-Streptavidin-Antiserum 
15 behandelt. Eine densitometrische Analyse der Streptavidin-spezifischen 
Banden auf Westernblots zeigte einen Streptavidingehalt von etwa 5% des 
gesamten Zellgewichts. 



2.6 Funktionelle Bindung von biotinvlierter alkalischer Phosphatase und 
FITC Biotin und Quantifizierung der Bindestellen 

Zur Bestimmung der Biotinbindekapazitat von Streptavidin-Ghosts wurde ein 
enzymatischer Test entwickelt. Streptavidin-Ghosts und Streptavidin- 
nag^ativorQIrooto (Gh'oato~ahnQ Quf1hTGrM 
25 die beide durch das alternative Lyseprotokoll hergestellt worden waren, und 
Streptavidin-Ghosts, die durch Standardlyse hergestellt worden waren, 
wurden mit biotinylierter Alkalischer Phosphatase inkubiert. Nach 
grundlichem Waschen wurde die Menge an zuruckgehaltenem Enzym unter 
Verwendung von p-Nitrophenylnitrophosphat als Substrat bestimmt. 
30 Wahrend in Streptavidin-negativen Ghostproben praktisch keine Reaktion 
sichtbar war, zeigten alternativ lysierte Streptavidinghosts eine hellgelbe 
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Farbung. Die Reaktion wurde nach kontrollierten Intervallen gestoppt und 
die Absorption der Probenuberstande bei 410 nm gemessen. 

N ac hxd er^ui Met ^1M5t a mgegebenePiBBerec h n ung smeth o d e^wuird e *d ie ^Amz-a h I 
der pro GhosJtgfebundenen^MolekwIe Alkalischef Phosphatase mifoetwa <200 
-bestimmt.^lmteressanterweise waren die durch <normale Uyse erzeugten 
Streptavidin-Ghosts negativ im enzymatischen Test. Folglich ist bei grofcen 
Wirkstoffmolekulen wie der Alkalischen Phosphatase des Vorhandenseins 
von durch das alternative Lyseprotokoll erzeugten grdfceren Lochern in der 
Zellmembran erforderlich, um eine effiziente Diffusion in das Innere des 
Ghosts zu ermoglichen. 

Fig . 2 zeig Wdie Kinetik- der Reaktion ; *V o rf^bl © t i n y I i e rt e r^ Al k-a I i s c h e r 
Phosphatase;^die^an"durch^altemative Lyse erzeugten; Streptavidin-Ghosts 
gebunden % wiTr-de.** Als— Kontrolle^ wurden?~Streptavidin** negative ^Ghosts 
erzeygt durfcfii®^^ 

Ein entsprectoender Test * wurde unter Verwendung- von fluoreszenz- 
markiertenrt^Biotin* durchgefuhrt7*Ghost-< und Streptavidin-Ghost-Proben 
wurden mit FITC-Biotin inkubiert, zentrifugiert und die restliche Fluoreszenz 
von ungebundener Markierung in den Uberstanden gemessen. Diese viel 
kleineren Molekule (Molekulargewicht 832) wurden in einer Anzahl von 
2060 ± 400 pro Ghost gebunden. 



2.7 Bindung von fluoreszenzmarkiertem biotinyliertem Dextran und 
.flu o r e .sze m zma rMe rt er *B N A 

Fluotfeszenfcnraar'kierrt^ 

wurden als Modell verwendet, um die Fixierung von Verbindungen zu 
zeigen, die zum Targeting von Wirkstoffen in Streptavidin-Ghosts verwendet 
werden konnen. Hierzu wurden Streptavidin-Ghosts mit einer Mischung von 
biotinyliertem Poly-L-Lysin und fluoreszenzmarkierter DNA bzw. mit 
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fluoreszenzmarkiertem biotinyliertem Dextran inkubiert und durch 
Fluoreszenzlichtmikroskopie analysiert. In beiden Fallen konnte die 
Fluoreszenzmarkierung auf den Ghosts nachgewiesen werden. Negative 
Kontrollen (Ghosts ohne Streptavidin) wurden nicht angefarbt. 
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Anspruche 



Ver-wewdiung^^^ zu n A/enp a c ku n g von*Wir*k stolen . 

•^Ve r*w;erf diu;i5i g «n ^Baktfemenghosts *ma\s ^rager- r^oder/und 
Targetingvehikel fur einen Wirkstoff. 




3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, 
io dadurch gekennzeichnet, 

daS der Wirkstoff ausgewahlt ist aus pharmakologisch wirksamen 
Substanzen, Markierungssubstanzen, landwirtschaftlich wirksamen 
Su bsit-amzen ^wnd *Ea rb'st&f f en . 



is 4. * Verwenduflg^naefo?;einem^der^ 
**d ad u rb h*ge k e n n z e i c h n e t , 

- daB^def^Wirkstdf^in dent?Bakterienghosts in immdbilisierter Form 
vopliegt. 




20 5. Verwendung nach Anspruch 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

da& die Immobilisierung uber Wechselwirkungen mit einem Rezeptor 
erfolgt, der auf der Membraninnenseite der Ghosts lokalisiert ist. 



25 6. Verwendung nach Anspruch 5, 
dadureb gekennzeichnet, 

date ader Rezeptor ein heterologes Polypeptid 1st, das in die 
-z-y't o p I a s m at-i se h e*M em b pa n*d e r <5 h o s t s*i n t e g r i e rtn s t . 
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7. Verwendung nach Anspruch 5 oder 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS das heterologe Polypeptid ein Streptavidin oder Avidin 
enthaltendes Fusionspolypeptid ist. 



10 
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8. Verwendung nach einem der Ansprtiche 4 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS eine direkte Immobilisierung des Wirkstoffs an den Rezeptor 
erfolgt. 

9. Verwendung nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

dalS man einen mit Rezeptorbindungsgruppen derivatisierten Wirkstoff 
verwendet. 

10. Verwendung nach einem der Anspruche 4 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

date eine indirekte Immobilisierung des Wirkstoffs an den Rezeptor 
erfolgt. 

11. Verwendung nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet, 

date die indirekte Immobilisierung des Wirkstoffs an den Rezeptor 



25 



eine zusatzliche Bindungsstelle fur den Rezeptor besitzen. 



30 



12. Verwendung nach Anspruch 11, 
dadurch gekennzeichnet, 

date die Wirkstoff-bindenden Substanzen ausgewahlt werden aus 
Polylysin, Dextran und Protaminsulfat. 



10 
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13. Verwendung nach Anspruch 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

date die Immobilisierung uber die Bildung einer Matrix im 
'M ®ln^%imi!i^f«elnl@Y«%lgt. 

1 4. Vef*fatopen*rna'Gh* AnspRueh 13, 
dadurch gekennzeichnet, 

date die Matrix durch Polymerisation oder/und Copolymerisation von 
Monomeren im Ghostinneren entsteht. 

15. Verfahren nach Anspruch 13 oder 14, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafS die Polymerisation durch Temperaturerhohung;*- durch^ UV- 
-Sfraii-iia!igf<0de^ wird. 

16. -'VepwentiaB^ 13 oder 14, 
dadurrch>gekennzeichnet, 

daf3^eine*enzymk^ erfolgt. 



17. Verwendung nach Anspruch 16, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafc Enzyme eingesetzt werden, die die Synthese von 
Polyhydroxyfettsauren, Polysacchariden oder Polypeptiden 
kamlysiprpn 

25 

18. Verwendung nax:h Anspruch 13, 
dadurch gekennzeichnet, 

da&^die^Matrix *durch 2usammenlagerung> vvon ^aggr-egierbaren 
Substanzen gebildet wird. 
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19. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Ghosts heterologe, fur Zielzellen oder Zielgewebe spezifische 
Oberflachenmolekule enthalten. 

20. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche im 
medizinischen Bereich. 

21. Verwendung nach Anspruch 20 zur Prevention oder/und zur 
Bekampfung von durch Pathogene hervorgerufenen Erkrankungen, 
von Tumorerkrankungen oder von Autoimmunerkrankungen. 

22. Verwendung nach Anspruch 20 oder 21 zur Gentherapie. 

23. Verwendung nach Anspruch 20 oder 21 zur Nukleinsaure- 
Vakzinierung. 

24. Verwendung nach Anspruch 20 fur diagnostische Zwecke. 

25. Verwendung nach einem der Anspruche 20 bis 24, 
dadurch gekennzeichnet, 

date die Verabreichung der Ghosts auf demselben Weg wie die 
naturliche Infektion des Organismus mit dem Erreger erfolgt. 

26. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 1 9 im Agrarbereich. 

27. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dalS die Ghosts mehrere verschiedene Wirkstoffe enthalten. 
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29. 




Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafc Mischungen von Ghosts mit jeweils verschiedenen Wirkstoffen 
^ eingesigtzl:*W©Rden . 

Verwemdi!jng^naGh«einem 'der vorher-gebienden -Apisprflche, 
dadurch gekennzeichnet, 

date die Ghosts von gram-negativen oder/und gram-positiven 
Bakterien stammen. 

Verwendung von Bakteri_enghosts zur Herstellung einer Nukleinsaure- 
Vakzine. 

Verwendung -von tBakterienghosts als Trager- oder/und 
Targetiogvelnikel ifuri. eine Nukleinsaure-Vakzine. 

Verwendung MacKwArnsprucH^30 oder 31 , 
dadufchtgekennzeichnet, 
-*da& die^in* -den^Ghosts^verpackte^ Nukleinsaure-eine fur *das zu 
exprimierende Antigen kodierende Sequenz in operativer Verknupfung 
mit Expressionskontrollsequenzen enthalt. 

Verwendung nach Anspruch 32, 
dudu i' oh gokonnHoiohnot, 

dafc die Nukleinsaure weiterhin einen bakteriellen 
Replikationsursprung, ein prokaryontisches Selektionsmarkergen; ein 
RepoTitqrgen oder/und immunmodulator-ische -Sequenzen enthalt, 

Verwendung nach einem der Anspruche 30 bis 33, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Ghosts mehrere verschiedene Antigen-kodierende 
Nukleinsauren enthalten. 
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35. 
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36. 




Verwendung nach einem der Anspruche 30 bis 34, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man eine homologe Kombination von Bakterienghosts und 
Antigen-kodierenden Nukleinsauren verwendet. 

Verwendung nach einem der Anspruche 30 bis 34, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafS man eine heterologe Kombination von Bakterienghosts und 
Antigen-kodierenden Nukleinsauren verwendet. 

Bakterienghost mit einem darin verkapselten Wirkstoff. 

Bakterienghost nach Anspruch 37, 

dadurch gekennzeichnet, 

daS der Wirkstoff eine Nukleinsaure ist. 

Pharmazeutische oder landwirtschafliche Zusammensetzung, 
umfassend einen Bakterienghost mit einem darin verpackten 
Wirkstoff. 

Verfahren zur Herstellung eines Bakterienghosts nach Anspruch 37 
oder 38 oder einer Zusammensetzung nach Anspruch 39, umfassend 
die Schritte 

to) Boroitoto^orryorrBolctorronghoGto-und — 
(b) Inkontaktbringen der Bakterienghosts mit einem Wirkstoff 

unter Bedingungen, die zu einer Verpackung des Wirkstoffs in 

den Ghosts fiihren. 



c 
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Zusammenfassung 

Ta r g e t i n g \£e h i ke l*f u r-^Wi r kstotftf e . 
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